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SUMMARY 
B L d  platelets play a multifaceted role in 
the arrest of bleeding upon vessel wall injury. 
Normally, platelets circulate in the blood 
stream as quiescent cells. Upon vessel wall in- 
jury, platelets become activated: they adhere to 
the uncovered subendothelid fibrils (adhe- 
sion), secrete their granular contents (release 
reaction), and stick to each other (agregation] 
to form a primary hemostatic plug. The primary 
platelet plug is consollidated by fibrin, which is 
formed upon initiation of the coagulation cas- 
cade, a process which is dramatically accele- 
rated by activated platelets. Finally, contractile 
mechanisms in platelets lead to clot contrac- 
tion. 
Research in the group of professor Zwaal 
is cancentrates on the acceleration of coagula- 
tian by activated human blood platelets. This 
property of activated platelets is referred to as 
procoagulaut activity, and can easily be 
measured by the conversion of prothrombin to 
thrombin by the enzymatic complex of factor 
& and V& under conditions at which the pro- 
coagulant actiGty af the platelet is rate limiting. 
Routinely, purified coagulation factors are 
used, m d  the amount of thrombin formed is 
determined with a chromognic substrate. 
Not all platelet activators me equally po- 
tent in stimulation of procoagulant activity. 
Thrombin is a moderate and collagen is an effi- 
dent stimulator of procoagulant activity. Most 
potent, however, is the combination of mllagen 
and thrombin. The condirtion of two pwe&w1 
platelet activators cauould mean that coagulation 
is accelerated especially at the site of vessel 
wall injury. 
Previous research showed that negatively 
charged phospholipids, like phosphatidylserine, 
are responsible for the procoagulant activity of 
the platelet surface. In a quiescent platelet, 
phospholipids are asymmetrically distributed 
over the plasma membrane (transmembrane 
asymmetry), in such a way thar phosphati- 
dylsesine is virtually corrfined to the intracellal- 
lar side of the plasma membrane. This means 
thar phosphatidylserine has to cross the plasma 
membrane during platelet activation. The 
molecular and cellu/ar mechanisms involved in 
the tmnsmernbsane movement (flipflop) oh 
phosphatidylserine 11;rve been the research sub- 
ject of this thesis. Pl1ieia8 investigation of platelet 
protein patternrs after gel ekectrtrj~horesis 
showed that the potency af various platelet acli- 
vators to induce proctragvlant activity corre- 
lated with the extent of de radation sf cyto- 
2 9 skeletal proteins by a Ch dependent pro- 
tease (callpain). 
The involvement of the cytoskeletan in the 
expression af platelet procoaplant activity was 
Further investigated by comparing the appear- 
ance of phosphatidylserine at the platelet sur- 
face with the degradation of qtoskeletal pro- 
teins by calpain, at various conditions (chapter 
2). The rate of both processes was compared 
after treatment of platelets by a ca2" iono- 
phore, the combination collagen and thson~btn, 
and the local anesthetics dibucaine and tetra- 
caine. I t  was found that on a time-scale of less 
than one minute, several minutes, and almost 
one hour, respectively ,the generation of pro- 
coagulant activity followed an identical course 
as the generatian of calpain activity, The ab- 
served similarity suggests that both activities 
are related. This suggestion was further investi- 
g t e d  employing the ~a~'-dependence of cal- 
pain. Platelets were activated 'by a ca2"  iono- 
14k0 
phore, while extrapllular Cs2+ was mntmllsd 
with the aid of eE ' buffers. It was found that 
the Ca2'-deazendence of calpain was almost 
identical with that of the appearance of pra- 
coagulant activity, again indimlive of a reladon 
between thew prwes*~. 
.4 different approach to investigate the re- 
lation between flipflop af phosphatidylserine 
md degadation of qtosblctd p r a t e d  by cd- 
pain was Found in the use of fluoride-treated 
platelets. It appeaxed fiat during treatment 
with fluoride, platelets temporarily increase the 
permeability of their p lasm membrane to- 
wards &%+. W e n  these fluoride-treated la S +- @lets subsequently k a m e  exposed to Ca , 
heir  intraellular (;aa2+ levels will rise to an ex- 
tent determined by the current 0'" per- 
meab i l i~  of their plusma membranes. Com- 
parison of the generadm of procoagulant acti- 
dty su~d cdpain activity after addition of ca2+  
agarin showed a close resemblance. Convincing 
evidence for a relation between flipflop of 
phosphatidylwrine and degradation of cyro- 
skeletal proteins was obtained by addition of 
Ieupeptin, a specific inhibitor of calpain, during 
the fluoride treatment. It was found that inhihi- 
tion of ca1paJn resulted in inhibition of pro- 
coagulant activity. 
Another clue for a relation between the 
stmctuur of the cytoskeleton and the a s p m e -  
tric distribuljon of phospholipids over the plas- 
ma membrane was obtained with the aid of ar- 
dfidal vesicles, pinched off from the platelet 
p lasm membrane (chapter 4). Addition of a 
vathetic lipid which spontaneously incorpo- 
rates into the plasma membrane renden the 
membrane instable, resulting in extrusion of 
abundant lipid in the. form of a plume mem- 
brane vesicle (spicule). These spicules have last 
their tr.mmembrme lipid asynrnetrlr. In addi- 
don, the composition of their c~~boskeletal pro- 
leeins has changed, These firudings can be ex- 
plained in term of a reladon between cyto- 
skeletal orgadzation and transmembrane lipid 
wyrnmatw. 
- The k lecu l s r  mechanisms of transmem- 
b a n e  movement of phasphatidylserine during 
the generation of platelet procoagulant activity 
were investigated employing the fluaresent 
mphiphilc membwae probe m~-DPH (Ctri- 
mthyl~mmo1Pxiu~n4ipheqIhexatrien~. When 
'MA--DPH is added to suspended plalebts, past 
d it will immediately incorporate into the outer 
leaflet of the plasma membrane where it 
- 
stram@y fluorwe% while m a t  of it will stay in 
wll~tion where it is not fluorescent. 
At Erst, the fluorescence properties of 
W - D P H  in! unstimdatd platelets were hves- 
tigated employing advanced flaroldmet~c tech- 
niques (chapter 5). These techniques allow de- 
taiiec! determination of the s s t m c t d  proper- 
ties of the membrane in the vicinity of m A -  
DPW. After addition to unstimulated platelets, 
W - D P H  will dowb &&be into the platelet 
interior, which b evidenced by an increase in 
fluoresoence due to uptake of M - I 4 P H  from 
the solution. Monitoring the fluorescence 
properties of ~ A - D P H  during its penetration 
into the pllatele~ showed that the structure of 
intracellular membranes is much more fluid 
than that of the auter leaflet of the plasma 
membrane. Comparison of the fluorescence 
properties of T M A - 0 P H  in various model mem- 
branes suggested that an uneven distribution of 
choLestero\ in the platelet is the cause of the 
obsewed differences in membrane fluidity. It is 
cancluded that the outer leaflet of the pllasrna 
membrane contains about 3 times more choles- 
terol than tile cytosolic leaflet. 
Changes In the fluorescence propernies of 
TMA-DPH during stimulation of platelets are 
described in chapter 6. Stimulation of platelets 
by a caZ+ ionophore resulted in a rapid in- 
crease in fluorescence intensity to b e  live1 of 
lysecl platelets. This finding indicates that when 
phosphatidylserine moves rapidly from the 
inner side do the outer side of the plasma mem- 
brane, TMtx-DPH moves rapidly into the pla- 
telet. This can be explained by assuming that 
during generation of platelet precaagulaht ac- 
tivity the moleculair structure OF the plasma 
membrane becomes locally disturbed. Wong 
these membrane disturbances (flipites) lipids 
and lipid-like mdewles can rapidly move from 
either side of the plasma membrane to the 
other. Further information about the properties 
of these flipsites was obtained by investigation 
of their lifetime and ~g+-dependence.  Addi- 
tion of TIVLPI-DPH 1 minute after the ca2+  ion* 
phore showed h a t  the flipsites were no longer 
present. Deterrninatian of the Ca2+4epen- 
dance of the generation of flipsites, measured 
h the same way as the iZa2+4ePendence of 
cytoskeletd degradation and procoagullarut a c  
tivity, showed a close similarity with the ea2+- 
dependence of calpain. 
In conchsion, the findings described in this 
thesis can be explained with the following 
model. In unstirnulated platelets the transrnem- 
brme lipid aspmetry is dependent on a direct 
interaction of specific rqrtoskeletal proteins with 
anionic lipids ef the plasma membrane. Stirnu- 
lation of platelets by the combined action of 
collagen and thrombin d l  lead to adivation of 
calpain. Limited proteolysis of qtoskeletal pro- 
teins by d p a i n  results in loss of the stabilizing 
3411 
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influence of these proteins an the membrane 
structure. As a consequence, the m m b r m s  li- 
pids will immediately reorganize resurting in a 
loss of transrnembra~~e lipid asammetry.. Phos- 
phatidylserine, present nt the platelet surface, 
a n  participate in the acceleration of Iblocxd 
coagulation. 

SAMENVATTING 
Bloedplaatjes spelen een veelzijdige rol in 
het stelpen van bloedingen. Normaal gesproken 
wordt een bloedplaatje in een inactieve toe- 
stand meegevoerd door de bloedstroom. Z d r a  
echter een! bloedvat beschadigd wordt, raken 
bloedplaatjes geactiveerd: ze binden aan het 
Mootgelegde bindweefsel (adhesie), scheiden 
de inhoud v m  hun gaanula uit (release reactie), 
en Monteren samen (aggregatie) tot een pri- 
maire bloedprop. Tevens kunnen geactiveerde 
bloedplaatjes de bloedstolling versnellen. Het 
gevormde fibrine bind de bloedplaatjes aan el- 
b a r  tot een stevige paop (secundaire bloed- 
prop), die samentrekt door een contractie 
proces in de bloedplaatjes. 
Het onderzoek in de groep van professor 
Zwaal concentreert zich op het versnellen van 
de bloe&loHing door geactiveerde humane 
bloedplaatjes. Deze eigenschap van geacd- 
veerde blwdplaaqes wordt procoagulanir activi- 
teit genoemd, en kan gemakkelijk wrderu afge- 
leidt uit de snelheid wwrnee prothrombine 
omgezet wordt door factor Xa en Va in throrn- 
bine. Woutinennatig worden hiervoor ge- 
miverde stdlingshctoren gebruikt, en wordt de 
hoeveelheid gevormde thrombine bepaald mei 
een chromogeen substraat. 
Niet alle stimulatoren van blwdplaiatjes 
zijn even goed in staat de procoagulainr activi- 
teit op te wekken. Thronitrine is een matige en 
collageen is een goede stimulator van de pro- 
coagulant activiteit. De combinatie van colla- 
geen met thrrprnbine vormt echter het sterkste 
fysiologische signaal voor het opwekken van de 
prmcmgulant adviteit. De noodzaak voor twee 
hachrige plaatjes activatoren zou kunnen be- 
tekenen &a de vorming van thrombine vooral 
versneld wordt door de plaatjes op de plaats 
van beschadiging van de vaatwand. 
In het verleden is gebleken dat negatief ge- 
laden fosfolipiden, zoals fosfatidylserine, 
verantwoordelijk zijn voor de promaplant aic- 
tiviteit. En een Inactief bloedplaatje zijn de fas- 
folipiden asymmetrisch verdeeld over beide 
zijden van het plasma membraan, [tratismem- 
braan asymmetrie), waarbij fosfatidylserine zich 
vrijwel uitsluitend aan de binnenkant van het 
plasma membraan bevindt, en dus tijdens de 
plaatjes activatie door het membraan naar 
bulten moet bewegen. De moleculaire aiild cel- 
lulaire processen betrakken bij de ttansmem- 
bram beweging (flipflop) van fosfolipiden zijn 
onderwerp van liet promoaie-onderzoek ge- 
weest. Onderzoek naar veranderingen in eiwit- 
patronen mer. behulp van gelelecltofarese, liet 
in eerste instantie zien dat de mate van 
procaiagnilanl acitivitlein, opgewekt doar verschil- 
lende plaatjes activatoren, correleerde met de 
mate van abraak van qtoskelet eiwitten door 
een Ca2+ afhankelijke protease (calpaine) in 
het bloedplaatje. 
De ral van hei cyioskelet tijdens het op- 
wekken van procoapiant activiteit in bloed- 
plaatjes is nader onderzocht door het naar 
buiten komen van Fosfatidylserirue te verge- 
iijken met de afbraak van qtoskeleteiwittern 
door calpaine, onder verschillende omstandig- 
heden (hoofdstuk 2). Zo werd de vormingssnel- 
held van beide processen vergeleken na behan- 
deling van bloedplaatjes met een C$" iono- 
foor, met: de combinatie collageen & bhrom- 
bine, en met lokale aneslherica (Cdibucaine, te- 
tracahe). Hen bleek dat op een tijdwhaail van 
respectievelijk minder dan &n minuut, enkele 
minuten, en bijna i n  uur, het opkomen van 
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pracoagulant activiteit en alpainie adwiteit 
parallel liep. Ckem arrelatie sumerwfl dar 
;beide aaiviteihm ie@ met e l k m  te maken h e b  
ben. Die suggestie werd onderzwl-it door ge- 
bruik ie maken wam de Ca2' a%mkelijheid 
van rrailpaine. Bllsedphatjes werden geactiveerd 
mei een Ca2' ionofoor temijl extracellulair 
Ca2+ gemanipuleerd werd met &hul w a n  
Ca2' buffers. Gevonden werd dat de Ca'' af- 
hankelijkheid van silpaine wijwel identiek was 
aan die van heb opwekken van prow-g~llant ac- 
tiviteit, hetgeen opnieuw suggereert dat deze 
promcescen met elkaar verhaden zîjn. 
Een andere manier am de relatie tussen 
flipklop van fosfatidylscrine en afbraak van q- 
toskeleteiwítten, te onderzoekani werd gevon- 
den in blnedpliaatjes k11ahancDeld met fluoride 
(hoofdstnik J). Met bleek dat behandeling met 
fluoride in afwezigheid van Ca2', tijdellijk de 
Caz" permeabiliteit van het plasma membraan 
verhoogt. Wameer deze behandelde bloed- 
plaatjes vervolgcm worden bloolgesteld aan 
Ca" zali dit Ca2' naar binnen stromen en het 
plaatje activeren. Onderzoek naar onstaan van 
calpaine activiteit en procoaplant activiteit na 
toevoeging van ca2', liet weer zien dat beide 
parauel liepen. Een sterker bewijs voor een 
verband tussen cytoskelet afbraak en flipflop 
van fosfatidylJerine werd verkregen door 
tijdens de fluoride behandeling een remmier 
van a1paine toe te voegen. Met bleek dat rem- 
ming van calpahe resuiteerde in remming van 
procoagulant activiteit, een duidelijke indicatie 
dat afbraak van cytoskelet eiwitten op een of 
andarc inader verantwoordelijik is vrpor de flip- 
flop van fosfatidylseririe. 
Een volgende aanwijzing voor een werkdnd 
t w e n  de stmructuur van ket qtoskelet en de 
transmembraan lipiden asymmetrie werd ver- 
kregen met behulp van kunstmatige membraan 
structuren, af~espllitst van het - bloedplaatje 
(hrsofhfiak 4). Door twvaiegen van synthe6iscPh 
lipid dat spontaan iii het membraan incoqmre- 
er& wordt her plasma membraan onstabiel, en 
zal de overmmiislP lipid afgesplits worden in de 
vorm een klein bolletje omsloten doar het af- 
gesplitste rnenlbraan (spitalle). Het bleek dat in 
deze spiceiles de transmembraan lipiden asym- 
morie verloren is gegaan. Dit gaat gepaard met 
w n  afwijking Ui de samenstelling van het cyia- 
skelet, met name het eiwit myosine is vrijwel 
geheel &edg in de spiciiles, 
Idch t .  In het moleculaire mecbaniisme van 
r a m e m b r a a n  beweging w fosfolipiden 
xijdem het prmoagulant worden van bP& 
plaatjes vereiste een andere mpk. Gekozen 
werd voor het gebruik van een fluorescent m- 
fifiel mo~etniui, M-DPFE (trimethflarnrniod- 
unidifenylhexatrien), als membraan sonde. 
Een klein gedeelte van het W-DPFE: dat 
toegevoegd wordt aan inactieve blourdplaatjes, 
wordt zeer snel opgenomen in de buitensre laag 
van het plasma membraan waar her fluores- 
mrt, tenvijl het merendeel in aplossing blijft 
waar Biet niet fluoresceert. 
In eerste instantie werd W - B P H  in een 
niet-gesiïmuleerd bloedplaatje o n d e m h t  met 
geavanceerde fluorescentie technieken (hoofd- 
stuk 5). Met deze technieken is het mogelijk uit 
de fluorescentie eigenschappen van m - ~ p w  
af te leiden hoe de membraanstnictwur in de 
omgeving wan TMA-DPH er uit ziet Na t w v e -  
gini aan-bl~ed~laaaac~es zal TM4-DCpPW la~zaairau 
naar binnen diffunderen. Dit gaat gepaard met 
een geleidelijke toename in de flnorexentie in- 
tensiteit ds gevolg van opname win TMA-DPM 
uit: de oplossirye;. Door de fluorlescentie eigen- 
schappen van WA-DPH te volgen terwnjl het 
langzaam het bloedplaatje binnendringt, werd 
gevonden dat de membraanstru~tuur binnen in 
het bloedplaatje veel vloeibaarder is d m  aan de 
buitenkant van her plasma membraan. Venge- 
lijking van de fluorescentie eigenschappen van 
mik-DPH in verschillende model membranen 
met bekende samenstelling, suggereerde dat 
een ongelijkmaaige verdeling van chalesterol in 
het bllwdiedplaatje de oorzaak moest zijn vain de 
gevonden verschillen in vloeibaarheid. WEemit 
werd de conclusie getrokken dat de buitenzijde 
van het plasma membraan ongeveer 3 maal 20- 
weel cholesterol bevat als de binnenzijde. 
Onderzoek naar veranderingen in fluores- 
centie eigenschappen wan TMA-DPH ds gevolg 
van bloedplaatjes activatie (hoofdstuk 61, liet 
zien dat aaivatie met de Ca" ionofoor een 
s n e k  toename in de fluorescentie intensiteit 
tot gevdg heetl, tot het niveau van gelyseerde 
plaatjes die totaal verzadigd zijn met WA-DPH. 
Met andere woorden, ti'dens activatie van 
bioedplaatjjes door een Cd' ionofmr, waarbij 
fosfahidylserine snel over het plasma membsane 
naar buiten beweegt, beweegt mA-DPPM zich 
snel naar binnen tw. Dit kan verldamt warden 
door aan te nemen dat tijdens het opwekken 
van procoaflarilt activiteit h bloedplaatjes, de 
Lpiden bilaag structuur v m  het piasma mem- 
braan lap moleculair niveau verstoord raakt. 
h g s  deze membraani verstoringen (flipsites) 
kmmen h lipiden snel dwars over het mem- 
br= bewegen. Nadere informatie over de ei- 
g e d a g p e n  van de flipsites werd verhegen 
daar o n d e m k  war hun Ieveduur  en de 
Ca2+ afhankezijkheid. Taevoeging van M- 
DPH aan blwdplaatjes istin minuut n& de Ca2* 
ionafoor, Iliet zien dat d e  Bipites niet meer 
aanwezig waren. De Ca" &anikekijkheidl van 
de generatie van Bipites, gemeten op dezegde 
manier als beschreven voor cytoskeleit afbraak 
en procoagulant activiteit, kwam overeen met 
die van calpaine. 
Conicluderend, kunnen de hier beschreven 
waarnemingen met het volgende model ver- 
Mlaart worden. In een inactief bl-edlplaatje 
l45 
wordt de t r m m e m b r ~ n  lipiden aqmrnctrie 
mede gehandlbiaaifd door interactie wan be- 
paalde qaskelet  eiwitten met de lipiden bi- 
laag. Stimulatie van bloedplaatjes does een 
wombhatie van collageen en thrombine leidt 
tat activering van calpaine, dat bepaalde qto- 
skelet eiwitten in  fragmenten afbreek. Mier- 
door komt de stabiliserende invloed van die q- 
toskelet eiwitten re vervallen, en za1 het mem- 
braan zich ogenblikkelijk reorganiseren, resul- 
terend in een verlies van transmembraan 
lipiden asymmetrie. Het fosfatidylserine dat nu 
ook aan de buitenkant van het plasma mem- 
bram zit ml dam de bloedstolling kunnen ver- 
snellen. 
